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Verfahren und Mittel zur Differenzierung und Bestimmung von Leukozyten 

Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur Differenzierung und quantitativen Bestimmung von 
Leukozyten im Vollblut sowie die Verwendung des Mittels in der Durchfluflcytometrie Oder der Mikroskopie. 

Die Blutzellenzahlung und -differenzierung von Leukozyten ist eine im Klinik- und Praxisbereich haufig 
angewendete Laboruntersuchung. Bei der Ersteltung des Differentiaiblutbildes werden die absoluten und 
prozentualen Anzahlen folgender kernhaltiger Blutzellen bestimmt: Lymphozyten, Monozyten, neutrophiie 
basophile, eosmophile Granulozyten sowie Vorstufen der lymphatischen und myeloischen Reihe. 

Es sind zwei verschiedene Verfahren zur Erstellung von Differentialblutbildern bekannt, das manuelle 
und das automatische Verfahren. wobei das manuelle Verfahren haufiger angewendet wird. Beim manuellen 
Verfahren wird auf einem Objekttrager ein Blutausstrich angefertigt. getrocknet, fixiert und mit Romanowski- 
Farbstoffen angefarbt. Die Zellen werden dann unter dem Mikroskop betrachtet, klassifiziert und ausgezShlt 
Die Anzahl differenzierter Zellen betragt mindestens 100 Zellen. 

Der Nachteil des manuellen Verfahrens ist der grofle Zeitaufwand zum Erstellen eines Differentiaiblutbil- 
des. der bei bis zu 10 Minuten liegt. Ein weiterer grofier Nachteil dieses Verfahrens ist der breite 
Konfidenzbereich der Verteilung der einzelnen Spezies. Dies trifft vor allem fur die weniger haufig 
vorkommenden Zellen. wie Monozyten. eosinophile und basophile Granulozyten zu. Auflerdem ISflt sich 
damit nur die prozentuale Verteilung der einzelnen Zellarten ermitteln. Fur die Ermittlung absoluter Werte 
mufl eine gesonderte Zahlung aller weiflen Zellen durchgefuhrt werden. 

Die in neuerer Zeit angewendeten automatischen Verfahren zur Erstellung von DifferentiaJblutbildem 
beruhen auf dem Prinzip der Durchfluflcytometrie. Aus der EP-OS 121 261 ist ein solches Verfahren zur 
Differenzierung von Leukozyten bekannt. wobei die Messung des Zellvolumens als Funktion des Weitwin- 
kelstreulichts eine Unterscheidung von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten erlaubt. In diesem 
Zusammenhang ist auch der Zusatz von zwei Immunofluoreszenzfarbstoffen (Fluoreszeinisothiocyanat und 
Phycoerythnn) erwahnt. was jedoch nicht zu einer weiteren Differenzierung uber die genannten drei 
Populationen hinaus beitragt. 

In der EP-OS 161 770 ist ebenfalls ein durchfluflcytometrisches Verfahren zur Differenzierung von 
Leukozyten beschrieben. bei dem die Probe vor der Messung mit einem lysierenden Mittel behandelt wird 
das in der Lage ist. die Erythrozyten zu lysieren und die Leukozytenfraktion zu fixieren. Auch in diesen Fall 
werden nach Zugabe eines fluoreszenzmarkierten Antikorpers das Zellvolumen, die Weitwinkeistreuung und 
e.n oder mehrere Fluoreszenzmessungen herangezogen, urn eine Differenzierung in Granulozyten. Monozy- 
ten und Lymphozyten zu erhalten. Aufler dem Nachteil. dafl auch nach diesem Verfahren nur drei Zelltypen 
differenziert werden konnen, sind vor der eigentlichen Durchfluflcytometrie Inkubationszeiten von insgesamt 
40 Minuten und zwei Zentrifugationen erforderlich. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein Verfahren und Mittel zur Differenzierung und quantitati- 
ven Bestimmung von Leukozyten im Vollblut zur Verfugung zu stellen. mit dem die Nachteile der bekannten 
Verfahren verm.eden werden konnen und mit dem eine sichere Differenzierung von funf Leukozytenpopula- 
bonen in kurzester Zeit ohne Zentrifugation und mit hoher Prazision moglich ist. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Differenzierung und quantitativen Bestimmung von 
Leukozyten in Vollblut mit Hilfe der Durchfluflcytometrie durch Messung von Zellvolumen. Streulicht und 
Fluoreszenz. das dadurch gekennzeichnet ist, dafl man das Vollblut mit einem die Erythrozyten lysierenden 
und die Leukozyten fixierenden Agens behandelt. mit einem Gemisch von mindestens zwei Fluoreszenz- 
farbstoffen aus der Thiazol- und Aminoxanthengruppe versetzt. die gefarbten Zellen mit einer Wellenlange 
anregt und die relativen Intensitaten der Fluoreszenzemission bei mindestens zwei verschiedenen Wellen- 
langenbere.chen gleichzeitig miflt und das Vorwarts- und Weitwinkelstreulicht bestimmt 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Mittel zur Durchfuhrung dieses Verfahrens das ein 
ly Sl erend und fixierend wirkendes Agens und ein Farbreagenz enthaft. Das Agens enth§lt im wesentlichen 
em Saponin und einen niederen Aldehyd und das Farbreagenz mindestens je einen Farbstoff aus der 
TTiiazol- und Aminoxanthengruppe. Das Mittel zur Differenzierung und quantitativen Bestimmung von 
Leukoyzten kann sowohl automatisiert an einem Durchfluflcytometer ais auch manuell an einem Fluores- 
zenzmikroskop eingesetzt werden. 

Mit dem erfindungsgemaflen Verfahren konnen die Leukozyten in die Gruppe der Lymphozyten 
Monozyten. neutrophilen. eosinophilen und basophilen Granulozyten sowie Vorstufen der myeloischen und 
fymphozytaren Reihe differenziert werden. Neben der Erfassung der Anteile jeder Einzel population der 
Gesamtzellmenge kann damit auch die absolute Zahl von Zellen pro ul Blut erfaflt werden 

Das Verfahren basiert auf dem bekannten Meflprinzip der Durchflu/Jcytometrie. Gemessen werden nach 
Fixierung und Farbung der Leukozyten bei gleichzeitiger Lysierung der roten Blutzellen, die Parameter 
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n nur emem^udem Cber eine Differenzierung in einem zweidimensionalen 

Acfd Red 52 (Cj! 4S100), Pyronin 8 (C.I. 4501 0). ^"^"j^g^ |^ J ^2^is^2 V0 1 Z ^^ugsweise a " " eingesetzt. 

niede™ Adehyd vorzugswoiseFormaldehyd. ein Saponin, vorzugsweise Dtftonn and W«*WJ 

s^nzen voLgswe.se Tris-Pu«er a.s Grundsubstanz des isotonischen 

von 54.5 aufrechterhalten soli. Ahnliche Vorbehandlungsreagenz.en s.nd z.B. aus der EP OS 

^Verfahren nach der Ertindung beruht darauf. dafl bestimmte 

"K , ssrr^s= . -tea? 

fTSLSEf ^rM^rtierW. Abbildung 1 zeigt ein zweidimensionales Histogramm. in dem die Orunfluores- 
^nzTgege dte toSre^enz M von vorbehandeKem und fluorochromiertem Vo.lb.ut 
fn ThW duno a ist die .Lage der Cluster der verschiedenen Leukozyten im Histogramm nach MMtag 1 
In Abbildung 2 istdie Lage ^oerv, Po pulatlonen reprSsentieren die Lymphozyten. Populabon 

TSttSS^SZ^^ M die Monozyten - Die neu,rophi,en Granu,ozyten 

tat D^e A^ennung T^r^er B.IeUen. wie Erythrozyten und Thrombozyten. ertolgt durch Q^n aut das 
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das FBrbe- und Vorbehandlungsverfahren auch zur Herstellung eines mikroskopischen Praparates zur 
Auszahlung von Differentialblutbildem geeignet. u^wien rraparates zur 

h °Il arakteriStiS f ^ Merkmale der v^rschiedenen Leukozyten nach Vorbehandlung und Farbung mit 
dem erf.ndungsgemaflen Mittel, lassen sich wie foigt beschreiben: 



Neutrophile Granulozyten: 



w 



Die ausgereiften neutrophilen Zellen sind in erster Linie spektral identifizierbar. Der Kern fluoresziert 
.ntensiv grun, deutfich ist dessen starke Segmenting zu erkennen. Das Cytoplasma ZZe^Z tw 
orange Die Intensity sowoh, der GrGnals auch der Rotfluoreszenz ist starker a£ bef alen Zlren Z^ 



Eosinophile Granulozyten: 



Diese sind gekennzeichnet durch einen grtin fluoreszierenden globularen Nucleus, dessen Hand stark 

cS^Z^fT". " ab9e9 r Zt ISt D3S C *°P |asma stark orange und is voHig homoTenlm 

Cytoplasma fallen die intens v nolh Hnnroe 7 i A r an H« rt n ■ x y »uy«n. im 



- - ^'O- — » <-ry lupiaoi I Id ItJUCni 

20 Cytoplasma fallen die intensiv gelb fluoreszierenden Granula auf. 
Basophile Granulozyten: 



25 



Die Gmndf^lT? eeblattf0rmi 9 b,s segmentierten leuchtend grQn fluoreszierenden Kern, 

hlsn^fl • ♦ Cyt ° plaSmaS lst oran B e - Vor a «em am Zellrand und zwischen den Segmentliicken 
befinden s,ch ,ntens,v. s.ch deutlioh vom Cytoplasma abhebende. dunkelorange leuchtende GranCT 
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Rand flunrp,^ h J T ^ e ' n 9 ebuchtete ". Qelappten, hellgrun fluoreszierenden Kern. Am 
Rand fluoresziert der Kern sehr .ntensiv. Das Plasma fluoresziert im Vergleich zu den Granulozvien 
schwacher und .m Vergleich zu den Lymphozyten starker gelblich bis orange. Granulozyten 

Lymphozyten: 

Sie besitzen einen runden bis nierenformigen Kern, der schwach grun fluoresziert Mitunter treten 
«uo^V m °" Cyt0P,aSma trltt in d6r "T "» a,s schm *<er Saum7 u ^ 

ivJ^nV!^ W,Yd im a,, 9 e ^inen wie folgt durchgefuhrt: Zunachst werden das 

7,! n . 6rend W,rk6nde AgenS (Vorbehandlungslosung) und die FarbreagenzlosungTergeste^ 
Zur Durchfuhrung des durchfluflcytometrischen Verfahrens werden z.B. 50 ul Blut f einem ReaqSh^ 
^vS2SS. Und 50 " des Vorbehandlungsreagenzes hinzupipettiert Das vil^JS^E 
und Vorbehandlungsreagenz sollte zwischen 2 : 1 und 1 : 2 lieqen Nach 5-120 s<*.mri«n 7nt» k « * 
bei .eichter Bewegung der Lo sung werden 500 A Puffer zu dS ^1iSS^^S?SS£ 
telt Dann werden unter Schiitteln 100 m der Farbreagenzldsung hinzugegeben. ^rweiteren ^120 

dfe HmrilT 3 " 0 ?? 1 !^^ L6SU " 9 9emeSSe "- Da2U Wird S * eil ™ DurchfluflcytometeTrgeBhrt 
^""^ des 0"rchflu B cytometers besteht aus einem Puffer im P H-Bereich von 7-1 Dte 

d.e Farbreagenzlosung hinzugegeben. Das Praparat wird mit einem Deckglaschen ehZSckt und Tin 

^rsssssr " einer < - - - — assrc 

Die zu untersuchenden Blutproben kSnnen verschiedenen Quellen emstammen: frische Proben vend- 
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"""n.»™ ? M ^~n„» H> CM V««M~ (S»»«Wk* WJ JW* 

leicht Vergleiche zu den bisher verwendeten manuellen Verfahren finden. 
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Beispiel 1 

Ein Toil venosen EDTA-Blutes wird mit einem Teil der Vorbehandlungslosung gemischt. die folgende 
Zusammensetzung aufweist: 
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1 . Formalin (37 %) 

2. Dlgitonin 

3. Tris-Puffer 

4. bidest Wasser ad. 



1 KpH 



200 ml 
20 g 
50 mMol 
7,5 mit HCI) 



Die Probe wird gemischt and 20 Sekunden inkubiert. Danach werden 500 ill eines 50 mMol Tris-Puffers 
mit einem pH*Wert von 7,5 zugegeben. Es wird geruhrt und anschlieflend werden „ 50 ul der Farbstoffio- 
sungen A und B zugegeben: 



55 



L6sung A: 




1 . Safranilin 

2. Tris-Puffer 

3. Natriumchlorid 

4. bidest Wasser ad. 


50 mg 
50 mMol 
100 mMol 
1 I (pH =* 7,5 mit HCI) 


Losung B: 


1 . Thioflavin TCN 

2. Tris-Puffer 

3. Natriumchlorid 

4. bidest. Wasser ad. 


100 mg 
50 mMol 
' 100 mMol 
1 I (pH = 7.5 mit HCI) 



Es wird wiederum gerUhrt und die Probe dem Ourchfluflcytometer zugefOhrt. Die Zellen werder I mit 
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en^hmen° nen ™ jeWeili9en C,UStem im ^^imensionalen Histogram ist der Abbildung 3 



zu 



5 Beispiel 2 

TroptnVo^^ - *" "oP-Obie^er gegeoen und m« einem 

Das Vorbehandlungsreagenz weist folgende Zusammensetzung auf: 
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1. Saponin 


0,75 g 


2. Formaldehyd (37 %) 


5 ml 


3. Dinatriumhydrogenphosphat 


0,3 g 


4. Natriumdihydrogenphosphat 


0.45 g 


5. bidest. Wasser ad. 


100 ml 



1. Thioflavin TCN 


250 mg 


2. Safranilin 


250 mg 


3. Tris-Puffer 


50 mMol 


4. bidest. Wasser ad. 


1 I 



Die Losung wird auf einen pH-wert von 7,5 eingestellt. 

B«sl»h.' eSem »tf Pie ' ^l" dfe 9e ' arbten sus P endierten Zellen die gleichen optischen Eigenschaften bei 
skon Jr, m h ^"k Cht , Und Beobach,u "9 def Emi ^°" °»erhalb 50O nm im Ruoreszenzmikro 
»urden 6 charaktieristische Merkmale der verschiedenen Leukozyten beschrieben 

Rede" eSsf^erden erHait man ' Wen " anSte " e V °" Thi ° flaVin T ° N U " d Primulin und Basic 



Beispiel 3 
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MM^Z^Z Z^ CVl0meter 9eW ° nnen de " «* . —cben 

m =, n ED ,^ IUt V ° n 250 Probanden wird i^' 5 in A^'ogie zu den Beispieten 1 und 2 am Mikroskoo 
manue.1 <«Mrt und am Durchfluflcytometer vermessen und aufgrund der -no^b^PopuSon^ 

Si n. nT* a " J- ymph02Vten ' M °™**"- neutrophil, eosinophilen und basophiien Gra^ufa 
STlf ° aten wurde " nach der Methode v °" Bablok-Paaing korreliert. Die entsprechenden 
schen Werte ze.gen e.ne emdeutige Korrelation zwischen den Vergleichsmethoden 
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Beispiel 4 



Vermessung isolierter Lymphozytenpopulationen am Durchfluflcytometer 

« isoiifT n.rt V °!I b L Ut J WeW , en m " HH,e der E ' Utriati0n L *"P««Yt»" mit einem Reinheitsgrad > 95 % 
soliert D.e Remhert der Lymphozytenpopulationen wird durch Antikorper-Farbung mit einem PAN- 
Lymphozyten-Andkerper nachgewiesen. Nach Isolation werden 50 ul Zellsuspension (ca 5 x ITlleZu 
m,t 50 ul Vorbehandlungsreagenz versetzt, das die folgende Zusammensetzung Z ° 
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1 . Digitonin 


5g 


2. Formalin (37 %) 


75 ml 


3. Tris-Puffer 


100 mMol 


4. bidest. Wasser ad. 


| 1 I (pH = 8.0) 



Nach 10sekQndiger ,nkubation wird die Suspension mit 500 Ul Tris-Puffer pH 7 5. 
weiteren lOsekundigen Inkubation werden 50 ul einer Farbreagenzlosung folgender Zusammensetzung 

zugegeben: 



1 . Safranilin 


500 mg 


2. Thioflavin TCN 


500 mg 


3. Tris-Puffer 


100 mMol 


4. Natriumchlorid 


20 mMol 


5. bidest. Wasser ad. 


1 I (pH = 7,5 mit HCI) 



Nach Mischung der beiden Losungen wird die gefarbte Lymphozytenpopulatton 
ter zugefiihrt. Es werden analog Beispiel 1 Vorwartsstreulicht. 90 -Streul.cht. Fluoreszenz I und Fluores 
zenz » ge messen. Im zweidimensionalen Histogramm. in dem Huoraszenz I gegen Fhioreszenz H 
a!fgetragen ist, ist lediglich eine einzige Popu.ation von Zellen wiederzufinden. Die relative Lage ,m 
Hisiogramm ist identisch mit den bereits vorher als Lymphozyten beschriebenen Populationen. 
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Beispiel 5 
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Sortierung eosinophiler Granulozyten 

Entsprecnend Beispiel 2 werden 50 ul Zellen vorbehandelt. gefarbt und dem DurchfluBcytometer zur 
Vermessung zugefiihrt. Nach Triggerung Uber das VorwSrtsstreulicht werden die Fluoreszenz J und d e 
Fluoreszenz II der Zellen vermessen. Der den eosinophilen Granulozyten zugehonge Cluste ■ rfmdund 
markTert. Danach konnen die Zellen, die in derart markierte Bereiche fallen, vom Rest der Zellen MMrttort 
werden. Die so gewonnenen Ze.ten werden auf einen Objekttrager gebracht. ausgestnchen und ""ftgefrock- 
net. Urn die verbliebenen Farbstoffreste von der flowcytometrischen Farbung zu entfemen, 
Zellen weiterbehandelt. ZunSchst werden sie eine Minute mit dest. Wasser. danach mit Natnumacetat- 
Puffe" ^ 5 5 Sen lang behandelt. Im Ansch.uB daran folgt eine Giemsa-Rirbung mit 1 : 10 verdOnnter 

Gie T*S«m^st sich eine Farbezeit von ca. 8-10 Minuten. Die gefarbten Praparate werden , durch 
EintauchTn in der aufsteigenden Alkoho.reihe von 25. 50. 70, 80, 90 und 100 % fOr jewe-is 15 Sekunden 
entwassert. AnschlieBend werden die Objekttrager fOr 30Minuten in Xylo. Uberfuhrt und dann^ WW*- 

Die durch Sortierung gewonnenen gefarbten Objekttrager werden mrt e.nem Fluoreszenzmikroskop 
betraStet und im AnschluB daran werden die Zellen fotografiert. Es wird eine einheitliche Population 
eosinophiler Zellen gewonnen, die durch keine anderen Zelltypen verunreinigt ist. 
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Ansprtiche 

1 Verfahren zur Differenzierung und quantitativen Bestimmung von Leukozyten in Vollblut mil Hilfe der 
Ourchfluflcytometrie durch Messung von Zellvolumen. Streulicht und Fluoreszenz. dadurch ij>**™™ «*n* 
dali man das Vollblut mit einem die Erythrozyten lysierenden und d,e Leukozyten fixie rende n Agens 
behandelt, mit einem Gemisch von mindestens zwei Fluoreszenzfarbstoffen ausder Thiazol- und A™ moxan- 
thengruppe versetzt, die gefarbten Zellen mit einer Wellenlange anregt und die relat.ven Intens e en der 
Ruore«enzemission bei mindestens zwei verschiedenen Wellenlangenbereichen gleichzertig m,St und das 

VorwSrts- und Weitwinkelstreulicht bestimmt ... M ~* evta „. ri 

2. Mittel zur DurchfUhrung des Veriahrens nach Anspruch 1, enthattend eine lys.erend und fnoerend 

wirkendes Agens und ein Farbreagenz. 
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3. Mittel nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dafl das lysierend und fixierend wirkende Agens im 
wesentlichen em Saponin und einen niederen Aldehyd und das Fartoreagenz mindestens je einen Farbstoff 
aus der Thiazol- und Aminoxanthengruppe enthalt. 

4. Verwendung des Mittels nach den Anspruchen 2 und 3 2ur Differenzierung und quantitativen 
Bestimmung von Leukozyten In Vollblut in der Durchfluflcytometrie Oder der Mikroskopie. 
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